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Summary: Two monoclonal antibodies against human protein S CPS) were obtained. 
One CNMC-PS/l) belonged to IgM and the other CNMC-PS/2) was IgG1・NMC-PS/l did 
not interfere with the activity of PS but NMC-PS/2 did interfere. Both of the antibodies 
combined to PS， C4bp-PS， and thrombin modified PS with or without Ca and EDTA. But 
after SDS treatment they did not react with PS， C4bp-PS and thrombin-modified PS. 
About 50ml of PS deficient plasma was made from pooled plasma by immuno-depletion 
using 3mg of NMC-PS/2. 
Enzyme-linked immunosorbent assays CELISA) for total PS and PS antigen complexed 
with C4bp using NMC-PS/2 monoclonal antibodies were established. The detection limit 
was approximately O.4U/dl. 
Using ELISA method by NMC-PS/2， chronological changes of levels of total PS and 
C4bp-PS through the first 0-6 days of life were measured. On 0 day after birth the PS value 
was 24.68:t4.49U/dl and that of C4bp-PS antigen was 16.55:t14.02U/dl. Both antigens 
increased gradually day by day. 
Plasma of neonatal melena were examined by the same method and no differnce from 
plasma of nomal neonates was found. 
Index Terms 
protein S CPS)， C4b-binding protein CC4bp)， monoclonal antibody， enzyme-linked im. 
munosorbent assay (ELISA) 
緒言
Protein S (PS)はDiScipioら1) (197)によって見
出され純化された凝固阻止作用を有する血媛蛋白である.































したヒト全血を 3000rpm， 10分間遠心し， -80oCで保存
した.正常プーノレ血援は健康人 10人以上より得たものを
混和し，用に臨むまで 800Cで凍結保存した.また健康
成人 20例〔男子 10例，女子 10例)，先天性 PS欠乏症3
例叫，正常満期産新生児 20例(男児 10例，女児 10
例)，新生児メレナ 12例より血疑サンフツレを得た.
2. PS活性の測定:Suzuki et al15)の方法によった.
後述の人工的 PS欠乏血竣 O.lmlにサンフソレ血竣 0.02
mlおよびProtac骨 (Pentapharm)(5U!mI) 0.01 ml 
を加え， 370Cで1分加温ののち， Actin @ CDade) 0.1 ml 




3. 全 PS抗原量の測定.自家製の特異的抗ヒト PS






5. 抗 PSモノクロ一ナノレ抗体の作製:Mishell & 
Shiigiら川の方法に準じた.上述した純化PSを等量の
Freund compl巴teadjuvant (Difco Laboratories)に懸



















2-8 X 106個!1匹となるように注射し， 1-2週間後に得ら
れた腹水を遠心して不純物を取り除き，上清を非働化し
て抗体を得た.
6. 抗体スグリーニ γ グ:Enzym巴一 linked im-
munosorbentassay (ELISA)によった.一次 coating
抗体として，前述した自家製特異的抗ヒト PS家兎血清
を， 0.05M炭酸緩衝液 (pH9.6)で 1000倍に希釈して
ポリスチレン製 96穴マイクロタイタァプレートに 0.2
ml/wellずつ添加し， 40C一昼夜静置して固相化させた.
そののち， 4 % BSAを含む炭酸緩衝液 0.2ml/wellで4
℃一昼夜静置して blockingを行った.次いで 0.05% 
Twe巴口 20加0.02M PBS pH 7.2 (以下PBS!Tw巴巴n)
で2回洗浄後，抗原として PSを含むプロトロンピン複
合体製剤の Proplex骨 (Baxt巴r)を4%BSA加 PBS!





用いた.プレートは 3TCで 2時間静置した. PBS! 
Tw巴enで2回洗浄後， 4%BSA加 PBS!Tweenで1500
倍に希釈したベノレオキシンダーゼ標識抗マウス IgG家
兎血清 (Sigma)0.1 mlを加え，室温で 1時間反応させ
た. PBS!Tweenで5回洗浄後， 0.2Mリン酸-!lエン
酸緩衝液 (pH5.0)にて 0.8%に溶解した.o-phenylene 
-diamine (OPD， Sigma)と0.25% H，O，混合液 O.lml
を加えた.肉眼的に反応が進んだことを確認して，約 10
ヒト proteinS に対するモノクロ一ナノレ抗体
(54 ) NMC-PS/1および NMC-PS/2の免疫学的特性
-20分後に 2.5M H，S040.1 mlを加えて反応を停止さ 兎ポリクロ一ナノレ抗体を用い， 1500倍希釈ベノレオキシダ
せ， O. D. 492nmにおける吸光度を測定した. ーゼ標識抗家兎IgG抗体を加えたのち OPDにて発色，
7. 抗 PSモノクロ一ナノレ抗体の免疫グロプリンサブ O.D.492 nmで吸光度を測定した.
クラスの検定 :31ローン化した各ノ、イプリドーマ培養上
清サンフツレにつき，特異的マウス IgG"G加 G'b'G" 
およびIgM，IgA抗体 (MILES-YEDA)を反応させて
Oucht巴rlony法を行った.
8. 抗 PSモノクロ一ナノレ抗体の抗 PS活性.正常血
殺と，各モノクロ一ナノレ抗体を含むマウス腹水を容量で
10: 1の割合で混合し 3TCで1時間 incubateしたもの
をO.lml，人工的 PS欠乏血援0.1ml， Actin @ 0.15 ml 
を混合し，3TCで1分間 incubateしたのち， Protac@ 
(0.5U/ml) 0.05mlを加え，さらに 3TC1分間 incu巴
bateし， 50mMCaCl，を 0.05ml加え，凝固時間を測定
しTこ.
9. 抗 PSモノクロ一ナノレ抗体の PS分画との結合
性:自家製の PS純化物，あるいは PS純化物を a















































ら1: 104まで希釈し，PS純化物(0.1μg/ml)， C4bp-PS 
純化物 (0.24μg/ml)およびトロンピン処理 PS(0:-
trombin 25 U /mg にて処理した PSとして 0.1μg/










thrombin 25U/ml にて処理した PSとして 0.1μg/
ml)を使用し， 0.1 ml/w巴1添加した.抗体の希釈は
NMC-PS/1は1000倍， NMC-PS/2は3000倍とした.
どちらも ELISA法による結合性は変化せず， NMC-PS 
/1もNMC-PS/2も影響を受けなかった (Table1). 
5) SDS による可溶化による結合能・ 2ーメノレカプ
トエタノーノレによ還元した，あるいは非還元の PS純化


























81ank X 106 X 105 X 104 X 103 X 102 81ank X 106 X 105 X 104 X 103 X 102 
Dilution of antibody Dilution of antibody 
Fig. 1. Dose-response curves obtained with an ELISA for mous巴 anti-PSantibody (NMC-PC/l) (Ieft) and 
mouse anti-PS antibody (NMC-PS/2) (right). 
• : PS， . : C4bp-PS， 0 : Thrombin-modified PS 
Table 1. Binding abi1ity of monoc1onal antibodies toward PS， thrombin-modified 
PS and C4bp-PS complex immobi1zed on microtitre-plate 
Antigen 
NMC-PC/1 (IgM) antibody NMC -PC / 2 (IgG，) antibody 













った (Fig.2). しかし， SDS非存在下，すなわち可溶化
されていない抗原をニトロセノレロース膜に転写しておこ
なった Dot-blot後の抗原に対しては陽性の反応をみた.
2. 抗 PSモノクロ一ナノレ抗体の PS吸着能 (PS欠乏
血援の作製〉
抗 PSモノクロ一ナノレ抗体 (NMC-PS/2)セフアロー











Table 2. Values of cagulation factors in 
normal human plasma after im-
munoadsorption of PS 
Fibrinogen 220 mg/dl 
Factor I 90 % 
Factor V 100 % 
Factor VII 105 % 
Factor VIII 90 % 
Factor IX 100 % 
Factor X 95 % 
Factor XI 100 % 
Factor XII 110 % 
Protein C 96 % 
Protein S activity < 5 % 
Protein S antigen <10 % 
ml/hの流速で添加し， 5mlごとに採取した.採取各tube 前後保存されていた (Table2). 
について Laur巴1法により PS抗原測定を行ったところ 3. 抗 PSモノクローナノレ抗体を用いた ELISA法に
50mlまでの分画はPS抗原量は測定限界の 5%以下で， よる PS抗原の測定
以後 PS抗原が検出され 100ml溶出 tub巴では約 25% マイクロタイタープレート上一次抗体として NMC
の抗原が検出させた(Fig.3).従って， 50mlまでの溶出 PS/1あるいは NMC-PS/2を，二次抗体に抗 PS家兎血
分画を PS欠乏血援としてプーノレした.この PS欠乏血 清を用い，正常プーノレ血撲の 40倍希釈より順次倍数希釈
媛中には， I， VI， IX， X，及びProteinC等のピタミ したサンフ.ルを PS抗原とし， ELISAでdose-r巴spons巴




Lane 1 2 3 4 5 6 7 8 
Fig. 2. SDS-polyacrylamide gel (7.5%) electrophor巴sisof PS and C4bp-PS 
Lane 1-4 were stained with Sudan-black. Lane 5-8 were immuno-
blotted with NMC-PS!2 monoclonal antibody. 






































































Fig. 3. Levels of PS : Ag by ELISA after absorption 
onto an anti-PS sepharos巴 column.5ml each 
was co11巴cted.
場合，血撲の 80倍より 2560倍までの間ほほ濯線関係を
示し， NMC-PS!2の場合，血援の 80倍より 20480倍希
釈でほぼ直線関係を示した.抗 PS家兎抗体アフイニテ
ィーカラムにより作製した工的 PS欠乏血援による検量
線はNMC-PS!1では 320倍から 2560倍まで， NMC-
PS!2では320倍から 20480倍までの間，平坦であった.
従って NMC-PS!1を使用した場合の測定限界は3U!

















86.85:t15.22 U!dlで，また， 自家製抗 PS家兎血清を
用いた EIAによる PS抗原量は88.90:t23.23U!dlで
両者の相関はr=0.87で良好であった.教室で観察した




20例〔男児 10例，女児 10例〉について日令o(生後 12
時間以内)，日令 1-6まで経目的に PS抗原量ならびに





































Fig. 4. Dose-response curve for m巴asur巴mentof protein S antigen using NMC-PS/l and PS/2 
• N ormal plasma 
o Protein S-depleted plasma obtained by immunoaffinity chromatography with anti-PS rabbit serum 





















1/640 1/40 1/40960 1/10240 1/2560 1/640 1/160 1/40 
Plasma Dilution Plasma Dilutlon 
NMC幽 PS/I(lgM) NMC-PSI2 (lgG，) 
Fig. 5. Dose-respons巴curvefor measurement of Cbp-PS complex using NMC-PS/l 
and PS/2. 
• Normal plasma 
OProt巴inS-depleted plasma obtained by immunoaffinity chromatography 





(58 ) NMC-PS/1および NMC-PS/2の免疫学的特性
19.39 U / dl， 日令 5で44.73:t23.47 U / dl， 日令 6で
49.00:t20.62 U/dlであった.C4bp-PS compl巴X抗原量
は日令 0では 16.55:t14.02U/dl，日令 1では 20.65土
9.35 U/dl， 日令2では26.38土11.34U/dl，日令3では
32.13土16.62U/dl， 日令4では 34.35土15.74U/dl， 日
令 5では 38.23士17.88U/dl， 日令6では 38.40:t16.36 
U/dlであった.
また新生児メレナ 12例，すなわち生後 1日 4日で吐
血を主訴とし，ヘパプラスチンテスト 10%以下で，周産













<5 50 100 150 
PS : Ag by EIA (U/dl) 
Fig. 6. R巴lationshipbetween PS : Ag by ELISA 
using NMC-PS/2 and PS: Ag by EIA. 
• : Normal 
o : Congental PS defici巴ncy
圃:PS deplet巴dplasma 
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4邑。。 2 4 6 day 
Fig. 7. The levels of Total PS: Ag and C4bp-PS: Ag in n巴wborn children. 
• : PS : Ag， . : m巴anof PS: Ag， .: C4bp-PS: Ag，口 :m巴anof C4bp-PS: Ag 
奥
響される領域とは異なる部位を認識し，またトロンピン








































用いて enzyme-linkedimmunosorbent assay (ELISA) 
について報告した同.著者は，一次抗体にモノク口一ナノレ
抗体，二次抗体に抗 PS家兎ポリクロ一ナノレ抗体を用い
てELISAsystemを開発した. NMC-PS/l， NMC-PS 


































2. NMC-PS/1， NMC-PS/2ともに PS，Cbp-PS， 











(60 ) NMC-PS/1および NMC-PS/2の免疫学的特性
レナではtotalPS抗原量は 23.44土13.16U/dl， C4bp 
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